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石 首 鱼 科 鱼 肌 肉 胆 碱 酯 酶 对 有 机 磷 化 合 物 
反应 灵敏 度 的 研究 
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Å 摘要 BERGARA AKARA E S, AER, EARR ^E EH Aa 
酯 酶 在 灵敏 度 上 差异 其 大。 巷 形 目 石 首 鱼 科 的 小 黄鱼 、 大 黄鱼 、 电 姑 和 鱼 、 鲍 和 黄 姑 鱼 肌 和 肉 胆 碱 酯 
酶 对 沙 林 和 VX 均 肯 当 敏 感 ， 两 种 化 台 物 对 它们 的 胆 碱 酯 酶 抑制 的 Pl. dE JLSP- Erik 7.0 以 上 。 进 
一 步 研 究 ， 这 些 胆 碱 酯 酶 可 能 成 为 分 折 有 机 辜 化 合 物 和 农药 的 有 效 生物 试剂 ， 对 第 选 生物 活性 物 
质 有 一 定 的 指导 意义 ， 


二 . xu | 
关键 词 ， 胆 碱 酷 酶 ， eun. RER, MMEM, AIREA ZA eer. feos. 


自 有 机 磷 化 合 物 问 世 以 来 ， 就 已 利用 酶 抑制 技术 作为 测定 它们 的 方法 。 有 机 磷 化 合 物 
能 特异 而 灵敏 地 抑制 胆 碱 栈 酶 的 活力 ， 酶 被 抑制 后 会 造成 神经 突 触 上 乙酰 胆 碱 积蓄 ， 使 之 
功能 失灵 ， 直 到 死亡 。 因 而 人 们 利用 这 样 的 作用 产 理 来 分 析 化 验 、 侦 检 报 警 ， 并 有 以 抑制 
胆 碱 酯 酶 活性 为 原理 的 多 种 方法 和 髓 材 面世 ( 闲 良 更 等 ，1982， 陈 驹 声 等 ，1987; Shelley 
2$. 1981). UBL X RE SURE SR UoISsoepropyl-methyl 一 bhosphonofluoridate) 和 
VX 4L 2E AA PR US [S-2— — X Py Hz dE 7, 3E GE | MEAS A BEIO-Ethyl S-2- diiso— 
propylaminoethyl) methylphosphonothiolate], f8f$kfEJ&£8;. Bi xEHEgS. HRE 
等 特点 ， 使 胆 碱 酯 酶 在 军事 分 析 化 学 、 食 品 卫 生 、 临 床 医 学 和 农业 化 学 工业 及 环境 保护 等 
领域 有 着 较 广 泛 用 途 。 

胆 碱 酯 酶 分 为 乙酰 胆 碱 酷 酶 和 拟 胆 碱 酯 酶 ， 虽 它们 分 别 以 乙酰 胆 碱 和 丁 酰 胆 碱 为 其 天 
然 底 物 ， 并 在 生物 化 学 性 质 上 有 许多 相同 之 处 ( 董 之 海 ，1989)， 但 并 非 所 有 不 同 来 源 的 胆 
碱 酯 酶 在 生物 化 学 性 质 上 都 是 相同 的 。 尽 管 原 因 尚 不 清楚 ， 然 而 ， 来 源 不 同 的 离 体 的 胆 碱 
酯 酶 为 沙 林 、VX 所 抑制 的 灵敏 度 确 实 不 同 。 因 此 ， 寻 找到 对 沙 林 、VX 有 较 高 灵敏 度 的 
胆 碱 栈 酶 就 成 了 从 事 侦 检 报警 科研 工作 的 基础 课题 。 国 内 外 都 为 此 进行 过 不 少 的 研究 工作 
(Lundin 等 ，1956; Bayliss 等 ，1956; Gilles 等 ，1990; Forsberg 等 ，1984)。 我们 选择 
了 近 4 和 0 种 海 、 淡 水 鱼 胆 碱 酯 酶 进行 了 被 沙 林 、VYX 抑制 灵敏 度 的 比较 研究 ， 发 现 几 种 石 
首 鱼 科 (Sciaemidae) 鱼 肌肉 胆 碱 酯 酶 都 具有 非常 高 的 灵敏 度 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

高 速 组 织 捣 碎 机 (江苏 江阴 科学 仪器 1 )， 冷 冻 离 心机 (日 本 ); 超级 恒温 水 溶 器 (重庆 试 
验 设 备 厂 ); UV 一 150 紫外 分 光 光 度 计 (日 本 岛 津 )。、5，5 全 联 硫 -2，2 一 硝 基 茶 甲 酸 
(DTNB) 为 本 单位 合成 ; 碘 化 硫 代 丁 酰 胆 碱 为 瑞士 Fluka 公司 产品 ， 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 为 
England 产品 ; 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 为 美国 进口 分 装 ; 其 它 试剂 均 为 国产 分 析 纯 或 生化 
试剂 。 试 验 用 鱼 分 别 购 自 北京 、 秦 皇 岛 、 青 岛 ，-20 忆 贮存 。 
1.2、 方 法 : 
1.2.1 ”样品 制备 ” 取 一 定量 鱼 肌 肉 用 刀 切 成 小 块 ， 加 4 售 重量 的 燕 馏 水 ， 冰 浴 条 件 下 用 
组 织 捣 碎 机 人 勾 浆 | min x 2, 4500 r/ min, 4'C 离心 45 min, K E TÉ AC (fr Ig. 
1.2.2 酶 活力 测定 ”基本 按 Ellman(1961) 方 法 进行 。 有 具体 作法 是 ，4.$ ml 底 物 一 一 缓冲 
液 ( 含 1.0m mol/ L W iE iA I A E m ex UR (LL fX Z ERE ME. 1.0%DTNB IST 
0.1 mol/L, pH7.4 HRA iik B). 37'C Hif 3 min. WMA 0.5 ml ER. Y 5 min, x 
即 加 入 1.0 mi 3.0% SDS 终止 酶 反应 ， 于 412 nm 处 测定 光 吸 收 。 
1.2.3 蛋白 质 浓度 测定 ”紫外 吸收 测定 法 ( 鲁 子 贤 等 ，1989)， 以 牛 血清 白 蛋 白 为 标准 曲 
1. 2.4 酶 的 抑制 实验 ”将 不 同 浓度 的 沙 林 或 YX 与 适量 的 酶 溶液 广 0.02 mol L, pH74 
磷酸 缓冲 液 中 保温 5 min， 立 即 加 入 4.0 ml 37 忆 预 热 的 底 物 一 一 DTNB- 磷 酸 缓 冲 液 ， 再 
反应 5 min 后 即刻 加 人 1.0 ml 3.0% SDS 溶液 终止 酶 反应 ， 测 定 反应 液 的 A412 值 。 以 未 
加 换 制 剂 的 与 上 述 条 忻 完全 相同 的 对 照管 酶 活力 为 基准 ， 计 算出 由 不 同 浓 度 抑制 剂 处 理 的 
酶 残留 活力 的 百分数 ， 将 残留 活力 百分数 对 抑制 剂 浓度 (mg / ml) 的 负 对 数 (PI1) 作 图 ， 由 图 
可 求 得 Pls 值 。Plso 值 就 是 酶 活力 被 抑制 50% 时 所 需 抑 制剂 浓度 的 负 对 数值 , 


2 结果 与 讨论 


我 们 初步 筛选 了 近 40 种 不 同 来 源 的 鱼 ， 涉 受到 8 个 目 ， 见 表 !。 其 中 几 种 鱼 采 集 时 
未 带 回 标本 ， 且 和 名称 又 为 地 方 俗 名 ， 故 难于 分 类 。 由 表 可 见 ， 试 验 主要 集中 于 鳃 形 目 和 冲 
形 目 ， 鲤 形 目 鲤 鱼 科 为 羔 水 鱼 ， 分 布 广 ， 产 量 高 ， 取 材 方便 ， 但 在 我 们 的 实验 条 件 下 ， 对 
5k. VX 的 敏感 性 均 不 理想 。 筛选 过 程 中 已 注意 到 ， 不 同 来 源 的 鱼 胆 碱 酯 酶 对 沙 林 和 
VX 敏感 程度 差异 其 大。 已 知 鲈 形 目的 黄 关 鱼 (Vipea albiflora ki LERAP LED 
感 ， 因 而 试图 从 此 目 中 找到 更 理想 的 材料 。 因 此 ， 其 他 各 目 从 动物 分 类 学 上 考虑 仅 试 验 了 
1 一 2 种 为 代表 材料 。 结 果 发 现 ， 钙 形 目 石 首 鱼 科 的 小 黄鱼 (Psewudosciaens polvactis). KHE 
鱼 (Pseudosciaena crocea), (Miichthys miiuy). H 4h f (Argyrosomus argentatus) Bith 
鱼 一 样 ， 均 比 其 他 各 鱼 种 对 沙 林 和 VX 敏感 得 多 。 

对 这 几 种 已 采集 到 的 石 首 鱼 科 鱼 肌肉 胆 碱 酯 酶 用 碘 化 硫 代 丁 酶 胆 碱 为 底 物 ,分 别 对 沙 
林 和 YX 进行 了 PIs 值 的 比较 性 测定 ， 结 果 见 图 1、2 和 表 2。 由 图 表 可 见 ， 除 白 姑 和 鱼 对 
VX 的 灵敏 度 稍 差 外 ， 其 余 各 鱼 肌肉 胆 碱 酯 酶 被 沙 林 、VX 抑制 的 PL 值 均 在 7.12 以 上 ， 
也 就 是 说 ， 不 论 是 沙 林 还 是 YX， 其 浓度 在 10” mg/m 的 水 平 上 ， 均 可 抑制 各 鱼 肌肉 胆 
碱 酷 酶 活力 的 一 半 。 其 中 大 黄鱼 和 小 黄鱼 对 沙 林 的 获 感 性 稍 高 于 黄 姑 鱼 。 对 VX 的 灵敏 
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度 ， 大 黄鱼 与 黄 姑 鱼 类 同 。 总 起 来 看 ， 它 们 都 是 相当 灵敏 的 。 


表 ] 试验 用 鱼 的 分 类 
Tab. 1 Classification of test—fish 


H 科 i 验 用 m 

HEA aw 草 角 guía 白 链 角 胖 头 也 hin ae 

FERH ”五 首 鱼 科 XR ba M Ra 白嫩 鱼 

WSEH HER Hi isi Ad FE AA 带鱼 AIE GRENI 
西非 平 鱼 西非 王 鱼 黑色 西非 黄鱼 

aUCH B Hj At 

HEA WaR 18 f 

SULRH 额 针 色 科 fre 

SUEH 扁 口 鱼 比目鱼 

fAEBGE GER Bu 

无 背 推 软体 动物 P A 乌贼 色 

暂 无 法 分 类 的 色 净 鱼 MER 齐 包 鱼 白 林 角 Ef BA 


进行 PI. 值 的 测定 和 比较 ， 是 对 不 同 来 源 胆 碱 酯 酶 研究 中 经 常 使 用 的 ， 
但 实验 条 件 严格 、 故 难以 有 高 度 的 重 
演 性 。 我 们 采用 同 次 配制 试剂 等 测定 
几 种 酶 ， 以 尽 可 能 克服 该 问题 . 

还 初步 比较 了 碘 化 硫 代 丁 酰 胆 碱 
和 碳化 硫 代 乙 酰 胆 碱 两 种 底 物 对 这 几 
种 鱼 肌 肉 胆 碱 酯 酶 活力 及 对 沙 林 、 
VX 抑制 酶 灵敏 度 的 影响 ， 见 表 3、 
4。 可 以 看 出 ， 用 这 两 种 底 物 分 别 测 
定 这 几 种 鱼 的 活性 ， 互 有 高 低 、 比 较 


Sur. RORRUEMUSBERHRIUARER unm 
豆 碱 进行 的 研究 也 说 明了 这 一 问题 Fig. 1 Inhibition of Sarin on diclis ues 


{( 施 善 平 等 ，1981)。 虽 基本 上 均 具 有 from Sclaemidae fish muscle 

真性 酶 的 特征 ， 但 仍 用 丁 酰 胆 碱 为 底 ° 小 黄鱼 . b 大 黄鱼 c PES, d Edd. e M 

物 。 家 蝇 胆 碱 酯 酶 同样 对 乙酰 胆 碱 和 丁 栈 胆 碱 均 能 作用 。 表 现 了 较 善 的 底 物 专 一 性 
(Brady，1970)。 通 过 初步 观察 ， 虽 然 它 们 对 酶 活性 的 影响 类 似 ， 但 由 表 4 可见， 采用 丁 
酰 胆 碱 比 用 乙酰 胆 碱 为 底 物 测定 沙 林 和 VX 对 这 几 种 鱼 酶 的 抑制 作用 普遍 地 更 灵敏 一 些 。 
毒 扁豆 碱 对 黄 关 鱼 肌 肉 胆 碱 酯 酶 水 解 硫 代 乙 酰 胆 碱 和 硫 代 丁 酰 胆 碱 的 抑制 曲线 也 较 接 近 
( 施 善 平等 ，1981)， 说 明 采 用 丁 酰 胆 碱 为 底 物 是 适宜 的 . 





E2 沙 灯 和 VX 对 石 首 鱼 科 鱼 肌 内 A3 底 物 对 石 首 鱼 科 鱼 肌肉 胆 碱 酷 酶 
胆 碱 酶 醇 抑 制作 用 的 PI 值 活性 的 影响 
Tab. 2 Pl, values of inhibition for Tab. 3 Effect of substrates on chalinestrases 
Sarin and VX on cholinesterases activity from Sciaemidae fish muscle 
from Sciaemidae fish muscle 
” dà 大 黄鱼 Wie nh 7 ARARE AREARE A 
Sarin 7.65 7.67 7.64 712 7.60 tutvrvicholine A412) 0.335 0.312 0.346 0464 0339 


VX 732 7.35 T.35 6.96 7.17 acetylcholinet A412) 0.404 0.358 0.311 0.436 0.328 
MM ——— ——————ÉÁ——— MM ——————É—— 
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本 文 还 测定 了 试验 酶 溶液 的 比 活 ， 除 小 黄鱼 酶 液 比 活 较 低 外 ， 其 余 4 RRSÉTRIEES LU 
活 基 本 相同 。 对 于 用 何 种 纯度 的 酶 
制剂 ， 有 人 认为 用 粗 匀 桨 可 能 是 对 
生物 真实 情况 最 近似 的 摸 拟 ， 有 作 
者 ( 届 贤 铬 等 ，1981) 报 道 ， 粗 酶 和 
其 高 纯度 的 胆 碱 酯 酶 的 Km 值 、 
底 物 抑制 曲线 以 及 抑制 剂 的 抑制 出 
线 都 相 类 似 。 对 于 筛选 性 的 比较 生 
物化 学 研究 ， 用 纯化 蓝 是 困难 的 ， 
只 要 比 活 基本 一 致 就 具有 其 比较 的 
意义 。 
a ORA I E 对 于 同 种 动物 ， 很 可 能 不 同 种 
from Sciaemidae fish muscle 属 的 胆 碱 酯 蓝 性 能 上 微小 的 变化 与 
a 小 黄鱼 . b X8 f. c EE d. FIRE fl. e P 其 分 类 学 次 序 都 有 一 致 之 处 ， 如 地 
中 海 果 蝇 、 东 方 果 蜗 及 瓜 蝇 这 3 种 
蝇 脑 乙酰 胆 碱 酯 酶 与 乙酰 胆 碱 、 乙 栈 甲 基 胆 碱 及 许多 有 机 磷 化 合 物 和 氨基 甲酸 酯 的 反应 常 
数 是 极为 近似 的 ( 张 立 言 等 ，1984)。 这 与 我 们 的 实验 在 某 些 方面 互 为 支持 ， 是 否 说 明 动 
物 进 化 过 程 中 ， 胆 碱 酯 酶 的 变异 与 动物 种 属 的 亲缘 关系 是 密切 相关 的 。 在 进一步 研究 和 证 
Ea 底 物 对 有 机 磷 化 合 物 抑制 胆 碱 麻 栈 实 后 ， 可 能 有 助 于 动物 分 类 学 的 
EN E TT 研究 。 由 此 可 以 认为 ， 以 动物 的 
ab. ect of su tes on senst Nr 
choliner ed Lhiblicd by * pM MAE 
aM oe td 物质 的 筛选 研究 ， 可 减少 盲目 
AX kan KW ns p EÈ ERTER, RELER 
Sarin: tutyrylcholine 3433" 18.8 2033 4483 2675 率 ， 对 研究 工作 会 有 一 定 的 指导 
acetylcholine 44.80 21.69 2550 5076 3150 ”意义 。 


HRANE 





VX: tutyrylcholine 35.97 29.75 33.67 76.51 54.87 我 国 海 域 石 Bag mu a£ 
acetyicholine 38.86 31.12 37.68 78.44 57.32 多 uv 总 体 上 看 产 量 较 丰 富 对 其 
* 剩余 百 分 活 力 中 主要 鱼 种 进行 分 离 纯 化 和 某 些 


比较 生物 化 学 的 研究 后 ， 可 成 为 检测 有 机 磷 化 合 物 和 农药 的 良好 了 酶 源 。 
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Abstract 


The cholinesterases (ChE) show high sensitivity and specificity to inhibition by 
organophosphate compoundes. but cholinesterases from different biological materials have 
large difference in the sensitivity. The cholinesterases from Pseudosciaena polyactis, P. 
crocea, Argyrosomus argentatus, Miichthys miiuy and Nibea albiflora of the Sciaemidae of 
Perciformes are very sensitive to Sarin (Isopropyl- methyl- phosphonfluoridate) and 
VX[O-ethyl— s~ 2— diisopropylaminoethyl) methylphosphonothiolate], the PI values to 
Sarin and VX are over 7.0. They will become a effective biological reagent for analysis of 
organophosphate compoundes and insecticides after further experiments, which may have 
some guiding significance in screening substances with biological activity. 

Key words Cholinesterase,  Fish-muscle, Sensitivity, Inhibition; Organophosphate 

compoundes 


